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Abstract
　　　Cancer　gene　therapy　has　been　intensively　devel－
oped　using　non－viral　vectors，　among　which　cationic
liposomes　and　nanoparticles　are　the　most　investi－
gated．　For　targeted　delivery　to　tumors，　vitamin　fblic
acid　has　been　utilized　fbr　fblate　receptor　（FR）－
mediated　drug　delivery　since　FR　is　frequently
overexpressed　on　many　types　of　human　tumors。
Liposomes　coロjugated　to　fblate　ligand　have　been　used
as　carriers　of　chemotherapeutic　agents　and　DNA　to
receptor－bearing　tumor　cells‘ηび訪m．　The　fblate－linked
lipid－based　nanoparticles　that　we　developed　could　de－
liver　genes　extensively　to　FR－negative　I・NCaP　and
PC－3　cells　as　well　as　FR－positive　KB　and　Hela　cells．
Here，　we　outhne　fblate－linked　liposomes　and
nanoparticles，　and　show　the　eflbctiveness　of　fblate－
linked　lipid－based　nanoparticles　as　a　vector　fbr　DNA
transfbction　to　human　nasopharyngeal　and　prostate
tumors．
Abbreviations
　　　CHEMS，　cholesteryl　hemisuccinate；Chol，　choles－
terol；DC－Chol，3（囚（ル，．V－dimethylaminoethane）－
carbamoyl】cholesterol；DOPE，　dioleoyl　phosphati－
dylethanolamine；　DPPE，　dipalmitoyl　phosphati－
dylethanolamine；　DSPE，　distearoyl　phosphati－
dylethanolamine；　FR，　負）late　receptor；　GCV，
ganciclovir；HSV－tk，　herpes　simplex　virus　thymidine
kinase；OH－Chol，　cholesteryl－3β一carboxyamidoethy－l
ene－N－hydroxylamine；ODN，　oligodeoxynucleotide；
PEG，　polyethyleneglycol；PEI，　polyethylenimine；PLL，
poly－L－lysine；　　PEG－DSPE，　　polyethyleneglycol－
distearoylphosphatidylethanolamine；PSMA，　prostate
speci丘c　membrane　antigen；RES，　reticuloendothelial
systems；RFC，　reduced五）late　carrier．
1．1ntroduction
　　　Cancer　gene　therapy　has　been　intensively　devel－
oped　using　non－viral　vector［1］．　Viral　vectors　such　as
retroviruses　l2】，adenoviruses［3］，adeno－associated　vi－
ruses［4］and　several　other　viral　types［5］，are　efficient
in　transfbc七ion，　but　pose　risks　to　the　host　tfom　the
imm皿ogenicity　of　viral　proteins，　a　lack　of　desired
tissue　selectivity，　the　potential　fbr　oncogenesis　due　to
chromosomal　int gration，　and　the　generation　of　infbc一
七ious　v ruses　due　to　recombination，　making　non－viral
vectors　an attractive　alterna七ive．　Synthetic　vectors
such as　cationic　polymers，　liposomes　and
nanopar icles　have　been　widely　studied　fbr　DNA　de－
livery　due　to　their　potential　fbr　tissue－specific　target－
ing，　their lack　of　imm皿ogenicity，　the　relative　safbty，
and　rel tive　 ase　of　large－scale　production．　For　tar－
geted　delivery　to umors，　vitamin　fblic　acid　has　been
utilized　fbr負）late　receptor（FR）－mediated　drug　deliv－
ery　since　the　FR　is　丘equently　overexpressed　on
human　tumors［6，7］．　Liposomes　conjugated　to　fblate
ligand　　hav 　　been　　reported　　as　　carriers　　of
chemotherapeutic　agents　to　FR－bea亘ng　tumor　cells　iη
励o［8－14］．While　much　has　been　published　on　fblate－
drug　conlugates　and　fblate－linked　canriers，　relatively
little　is㎞own　about　the　targeting　of　gene　delivery．
The　use　of　a　fblate　ligand　as　a　targeting　ligand　to　de－
liver　DNA　also　has　been　reportedゴη〃》τro［15－19］，but
not　been　successfUl　in‘ηu初o　gene　therapy［20，21］．
Therefbre，　we　descr｛be　the　current　understanding　of
丘）late－linked　lipid－based　vectors，　liposomes　and
nanoparticle ．
2．Folate　Receptors
　　　FR　has　been　fbund　to　be　overexpressed　in　a　wide
range　of　tumors，　a d　is㎞own　as　a　high－a伍nity　mem－
brane負）late－binding　protein，　which　mediates　uptake
f　the　vitamin　by　receptor－mediated　endocytosis．
Therefbre，　it　presents　an　attractive　target　fbr　tumor－
selectiv 　delivery．　FR－targeting　materials　can　con－
tinuously　accumul 　into　cells　due　to　receptor
recy ling．　FR－targeting　imaging　agents　arrived　on　the
market　in　2004．　Three　iso飴ms　of　FR　have　been　iden－
tified　and　two，　FR一αand一β，are　attached　to　the　cell
by　a　glycosylphosphatidylinositol（GPI）－anchor，　while
FR一γi 　s cret d　due　to　the　lack　of　an　e笛cient　signal
｛br　GPI　modi丘cation［7］．The　role　of　FRs　in　the　cellu－
Iar　tr n port　of　fblate　is　not　well　understood，　although
apotocytosis（caveolin－coated　endocytosis）model　has
be n　proposed［221．FR一αwas　found　to　be　clustered　in
membrane　region　called　caveolae　or　rafts【22］．　While
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an　elevated　expression　of　FR　has丘equently　been　ob－
served　in　various　types　of　human　tumors，　the　receptor
is　generally　absent　in　normal　tissues　with　the　excep－
tion　of　the　choroid　plexus　and　placenta，　with　low　lev－
els　in　the　lung，　thyroid　and　kidney［231．　FR一α　is
仕equently　overexpressed　in　tumors，　including　ovar－
ian，　colorectal，　breast，　lung，　renal　cell　carcinomas　and
brain　metastases　derived　from　epithelial　cancers［6，7］．
FR一βis仕equently　overexpressed　in　tumors　of　non－
epithelial　cell　lineages　such　as　sarcomas　and　acute
myeloid　leukemia［24］，　and　FR一γis　overexpressed　in
malignant　hemopoietic　cells【25】．　The　causes　of　FR
overexpression　in　tumors　are　unclear，　but　high　levels
of　FR　may　be　associated　with　increased　biological　ag－
gressiveness　of　carcinomas．
3．Folate・linked　Vectors
　　　Folic　acid　as　a　targeting　ligand　oflbrs　many　poten－
tial　advantages：（1）small　size　of　the　targeting　ligand，
which　often　leads　to　f5vorable　pharmacokinetic　prop一
erties　of th 五）late　conjugates　and　reduced　probability
of　immunogeni ity；（2）convenient　availability　and　low
co t；（3）relativ ly　simple　and　de丘ned　conjugation
chemistry；（4）high　af五nity　fbr　FR　and　lack　of　FR　ex－
pression　in　nomal　tissue；（5）the　recepto”1igand　com－
plex　can　be　induced　to　internalizeひ：αendocytosis　and
（6）high　f壬equency　of　FR　overexpression　among
hum n tumors．　Therefbre，負）late－linked　targeting　sys－
tems　show　great　potential　fbr　clinical　and　therapeutic
apPli ation．
　　　Several　cationic　polynler一丑）late　co】隅jugates　and／or
cationic　liposomes，　and　cationic　nanoparticles　incorpo－
rating　fblate－de亘vatives　have　been　developed　fbr　FR－
targeted　gene　delivery（Table　I）．　Folic　acid　retains　its
receptor－binding　and　endocytotic　properties　when
covalently　linked　to　a　wide　variety　of　molecules．　The
liposomes　used　in　recent　studies　have　been　coated
with　fblate－PEG－lipid　to　facilitate　tumor－targeting　by
an　ac ve　mechanism（uεαFR）and　a　passive　mecha－
nism（prev ntion／reduction　of　RES　uptake）［20，26］．
Table　I．　FR－targeted　nonviral　vectors．　All　vectors　were　used　in加v輌’ro　transfection．
Vector Descri　tion 仇V∫γ0 Re飴rences
Polymer
Poly－L－Lys
（PLL）
Polyethylenimine
（PEI）
Polyplex　prepared　with　PLL－fblate　or　PLL－
PEG3400－fblate
Polypl x　prepared　with　PEI－fblate　or　PEI－
PEG3350－fblate
Polydimethylamino　polyplex　prepared　with　pDMAEMA－
methylmethacrylate　pEG3400－fblate
（pDMAEMA）
［27－30］
［30，31】
［33］
Incorporating　O．1　mo1％fblate－PEG3350－DOPE，
Cationic
5mo1％fblate－DOPE，05－5　mol％fblate－
PEG3400－DSPE　or　5　mol％fblate－PEG4600－
cholesterol　into　liposome
i．v．　　　　［15，17－20，34］
LiposomeLPDI　type
Polyplex　prepared　ffom　protamine　was　mixed
with　catonic　liposome　containing　O．03　mol％
R）late－PEG3400－DSPE　or　2　mol％fblate－
PEG5000－DSPE
LP・
i．v． ［21，35］
LPDII　type
NanoparticleNPI－F
NPII－F
NPm．F
Polyplex　prepared　from　PLL　or　PEI　was　　　　　　，
mixed　with　pH－sensitive　anionic　liposome
containing　O．1　mol％fblate－PEG3350－DOPE　or
fblate－PEG3350－DSPE
Polyplex　prepared　with　cationic　dithio1－detergent　．
（（Cl4Com）2）was　mixed　with　2mol％fblate－
PEG3400－DPPE
［16，36］
Incorporating　l　or　2　mol％fblate－PEG2000－DSPE
into　cationic　nanoparticle　based　DC－ChoL
Incorporating　l　mol％fblate－PEG2000－DSPE　into
cationic　nanoparticle　based　OH－ChoL
1．V．
1．t．
［37］
［38，39，50］
［44］
i．v．：intravenous両ection，　i．P．：intraperitoneal　i可ection；i．L：intratumoral　i可ection．
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Fig．1．　Schematic　drawing　illustrating　the　concept　of　using
　　　　　　FR－targeting　nanoparticles　to　deliver　plasmid　DNA
　　　　　　to　tumor　cells．　The　dots　and　helixes　on　the
　　　　　　nanoparticles　represent　the　長）late　ligands　and
　　　　　　plasm輌d　DNA，　respectively．　The　various　steps　in－
　　　　　volved　in　the　targeting　process　are　numbered　fTom
　　　　　　lto　5．　Steps　1－2　are　common　to　non－targeted　and
　　　　　　FR・targeting　nanoparticles　mixed　with　plasmid
　　　　　　DNA（nanoplex）．　Steps　3－5　are　specific　to　the　FR－
　　　　　targeting　vector．　（1）　10ng－circulating　nanoPlexes
　　　　　　make　more　passages　through　t｝1e　tumor
　　　　　　microvasculature．（2）Increased　vascular　permeabil－
　　　　　ity　　in　　tumor　　tissue　　enables　　nanoplexes　　to
　　　　　extravasate　and　reach　the　tumor　interstitial　nuid．
　　　　　（3）FR－targeting　nanoplexes　bind　to　FR　expressed
　　　　　on　the　tumor　Inembrane　via　the　iblate　hgand．（4）
　　　　　The　nanoplexes　are　internalized　by　tumor　cells　via
　　　　　FR．（5）Intemalized　nanoplexes　release　their
　　　　　plasmid　DNA　in　the　cytoplasm．
PEGylated　lipids　can　significantly　reduce　the　nonspe－
cific　gene　transfもr　activity　in　the　lung，　and　co可uga－
tion　of　the　targeting　ligand，　fblate，　to　the　PEG　chain
can　restore　this　activity　in　FR－positive　tumors↓ηu加o
l20］．For　intra－vascular　targeting　to　access　tumor　cells
expressing　FR，　liposomes　must　cross　the　vascular　en－
dothelium　and　dif董hse　into　the　interstitial　fluid（Fig．
1）1261．The　theoretical　advantage　of　FR－targeting
over　non－targeting　is　related　to　a　shin｝in　the　distribu－
tion　of　the　liposomes　to　the　tumor　cell　compartment
and　delivery　of　the　genes．　The　disadvantage　of　a　sys－
tem　targeting　a　cancer　cell　receptor　such　as　FR　is　the
di伍culty　that　a　large　nano－size　assembly　has　in　pene－
trating　a　sohd　tumor　mass．　Many　cell　types，　mcluding
most　tumor　cells，　display　a　low　endocytotic　capacity．
Since　the　intracellular　mechanism　of　FR－targeted
gene　delivery　with　liposomes　and　nanoparticles　is
endocytosis，　this　is　a　sehous　limitation　to　the　success－
f袖lapplication　of　FR－targeted　lipid－based　particle　de－
livery　systems．　The　development　of　suitable　delivery
vectors　fbr　iηujuo　gene　transfbr　is　necessary盆）r　the
clinical　apPlication　of　therapeutic　genes．
3．1Polyme「s
　　　　Polyplexes　are　composed　of　charged　co皿plexes　of
plasmid　DNA　and　a　cationic　polymer，　such　as　poly－L
lysine　　（PLL），　polyethylenimine　　（PEI）　and
polyamidoamine　dend亘mers．　Cationic　polymers　and
plaslnid　DNA　can　fbrm　condensed　particles　with　a　net
positive　charge．　This　protects　the　DNA　fトom　nuclease－
mediated　degradation　and　enables　charge－mediated
nonspecific　cellular　association．　For　FR－targeted　gene
delivery，　PI．L－fblate　【27－291，　PLLPEG一負）late　｛30］，
PEI－fblate　｛311，　PEI－PEG－fblate　I31，32】，　and　poly
（dimethylaminomethyl　methacrylate）（pDMAEMA）－
PEG－fblate｛331　have　been　synthesized．　These　fblate－
co】〔巧ugates　fごcilitated　ef丘cient　FR－targeted　gene
delivery　without　additional　vector　components仇o：かo
．It　appears　that　the　incorporation　of　a　long　PEG
spacer　between　fblate　and　the　cationic　polymer　is　im－
portant　fbr　e丘icient　FR－targeted　gene　delivery　l29］．
3．2　】Liposomes
　　　　Lipoplexes　are　composed　of　charge　complexes　of
plasmid　DNA　and　cationic　liposome．　Lipopolyplexes
are　composed　of　plasmid　DNA　attached　to　both　poly－
mers　and　lipids．　Cationic　liposomes　are　generally　com一
posed　　　of　　　a　　　catlonlc
dioleoyltrimethylammonium
dioleoyltrimethylammonium
dimethylaminoethanolamine
　　　lipid，　　　such　　　as
　ch olうde　　（DOTMA），
prop ne　（DOTAP），　or
carbamoyl　cholesterol
（DC－Chol）， and　a　helper　lipid，　such　as　DOPE　or　choles－
terol（Chol），　which　provides　f㎞sogenicity　and　stability
to　the　lipoplex．　Depending　on　the　preparation，　the
lipoplex　may　not　be　a　single　aggregate，　but　an　in垣一
c te　str ctur 　in　which　the　condensed　DNA　is　sur－
rounded　by　a　lipid　bilayer．　FR－targeting　cationic
liposomes　were　 ncorporated　with　fblate－derivatives，
fblate－DOPE　I34】，　fblate－PEG－DOPE　l　l5，161，　fblate－
PEG－DSPE エ17－21，351，｛blate－PEG－Chol　【20】，　etc．
Hofland et　al．エ201　showed　that　both　fblate－PEGM。。－
DSPE　 nd　 blate－PEG4㎝一Chol，　when　combined　with　a
cationic　l pid　RPR209120　and　DOPE，　fbrmed
lipoplexes　with　greatly　reduced　normal　t丘ssue　gene
transfbr　and　e缶cient：ηuごuo　tumor　gene　transfbr．
　　　　LPDI－type　lipoplexes（lipopolyplex）consist　of　a
te ary complex　of　cationic　liposomes，　DNA－
conde sing　po ycation，　and　plasmid　DNA．　In　a　report
by　Reddy　et　al．［21】，　polyplexes　prepared偽m
protamine　were　mixed　with　cationic　liposomes　con－
taining　fblate－PEG靱。。－DSPE　as　a　targeting　ligand　and
DOPE　a 　 　helper　lipid．　This　vector　showed　supehor
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transfbction　activity　in　FR－positive　M　109　murine　lung
carcinoma　cells　as　well　as　in　ascitic　cells　derived伽m
n210A　murine　lymphocytic　leukemia　cells．　LPDII－
type　lipoplexes（lipopolyplex）consist　of　a　ternary　com－
plex　of　anionic　liposomes，　DNA－condensing　polycation，
and　plasmid　DNA．　Lee　et　al．［16］reported　a　fbrmula－
tion　of　I．PDII－type　vector，　in　which　DNA　was　first　at－
tached　to　PLL　and　then　mixed　with　pH－sensitive
anionic　liposomes　composed　of　DOPE／CHEMS／fblate－
PEG3350－DOPE．　PH－sensitive　liposomes　are　f㎞sogenic
at　acidic　pH　and　thus　can　be　used　to　facilitate　the
endosomal　disruption　and　subsequent　release　of
plasmids　in　the　cytoplasm．　Shi　et　al．［361　reported　ef五一
cient　gene　delivery　using　an　LPDII　vector　that　incor－
porated　PEI　as　a　DNA－condensing　agent　and　a
cationic！anionic　　　lipid　　　pair，　　　colnposed　　　of
dimethyldioctadecyla㎜onium　　　bromide
（DDAB）／CHEMS／polyoxyethylene　sorbitan　monoolate
（Tween80）／fblate－PEG335rDSPE．
3．3Nanopa就icles
　　　Nanoplexes　are　composed　of　charged　complexes　of
Folic　acid｜igand
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Fig．2．　Schematic　structure　of　the　fblate－linked　nanoparticles
　　　　　composed　of　fblate－PEG2。。rDSPE，　DC－Chol，　OH－Chol
　　　　　and　Tween　80（NPI－，　NPII－，　NPIII－F）．
plasmid　DNA　and　cationic　nanoparticles．　Here　the
definition　of　a　lipid－based　nanoparticle　is　a貴）rmula
containing　no　bilayers　like　liposomes．　Dauty　et　al．［37］
rep rted　that　an　FR－targeting　cationic　nanoparticle
incorporating　fblate－PEG3400－DPPE　and　a　cationic
di hiol－detergent　（dimerized　tetradecyl－ornithinyl－
cysteine，（C14Com）2）showed　e伍cient　FR－dependent
cellular　uptake　and　transfbction．　In　our　laboratory，
fblate－linked　n noparticles，　NPII，　NPII－1F，　NPII－2F
and　NPII－3F，　consisting　of　l　mg／ml　DC－Chol　as　a　cati－
onic　l p d，5mol％Tween　80，　and　O，1，2and　3　mol％
fblat －PEG2㎜一DSPE， respectively，　were　prepared　by　a
modi丘ed　 thanol　i司ection　method　［38，　39］．
Cholesterol　de亘vatives　are　usually　unable　to丘）rm　sta－
ble　bilayers　unless　used　in　combination　with　DOPE　or
s me　 ther neutral　lipid．　Therefbre，　these　particles
may　be　nanoparticles．　Folate－linked　nanoparticles
（NPII）are　illustrated　in　Fig．2．　The　average　size　of
each　nanoparticle　was　about　100－200　nm（Table　II）．
Theζ一potential　of　NPII，　NPII－1F　and　NPII－2F　was
about　53，44　and　39　mV，　respectively，　decreasing　as
the　am unt　of魚）late－PEG2000－DSPE　added　mcreased，
except　fbr　NPII－3F［39】．　Here　the　definition　of　a　lipid－
based　nanoparticle　is　a　fbrmula　containing　no　bilayers
like　liposomes．
4．Gene　Transf㎏ction
　　　The　prefbrential　expression　of　a　gene　in　tumor
cells　contributes　to　the　safbty　and　ef匠cacy　of　gene
therapy．　For　FR－targeted　gene　transfbction，　the　con－
centrations　of　fblic　acid　and　linker　in　vectors　are　im－
portant．
4．1Folate　Concentration
　　　For　drug　delivery，　fblate－targeting　liposomes　con－
tained　O．1～0．5　mo ％fblate－PEG2000－DSPE　or　fblate－PE
G3400－DSPE　fbr　targeting，　and　about　4　mol％PEG2⑰・・
DSPE　fbr　PEG－coating　were　used［8－131．　For　gene　de一
Table　II．　Formulae，　particle　size　andζ一potential　offblate－linked　nanoparticles　and　their　nanoplexes［39］．
Formulation
Mo1（％） Nanoparticle Nanoplex　a）
DC－Chol　Tween　80　fblate－PEG2000
　　　　　　　　　　　　　　　　　－DSPE（F）
Size（nm）
ζ一potential
　　（mV）
Size（nm）
ζ一potentia［
　　（mV）
NPII　　　　　　　g5
NPII－lF　　　　　94
NPII－2F（NPII－F）93
NPII－3F　　　　　92
【」???? ll7．2±　2．0146．1±12。4
165．3±22．l
l18、4±　4．3
53．1±2．5
3．9±L7
38．6±1．5
54．8±6．3
354．9±　8．8
515．2±323
233．7±　6．5
396．0±　7．8
39．0±LO
34．2±1．6
30．8±1．9
35．1±0．9
Nanopartides　were　prepared　with　lipids（e．　g．　DC－Chol／Tween　80／fblate－PEG2000－DSPE＝94／5／2，　molar　ratio＝10：L3：1．3，
weight（mg））in　10ml　of　water　by　a　modi行ed　ethanol　i可ection　method。　Nanoparticles　consisted　of　l　mg／ml　DC－Chol
and　5　mo1％Tween　80　with　O，1，2and　3　mo1％R）late－PEG2000－DSPE（NPII，　NPII－lF，　NPII－2F　and　NPII－3F，
respectively）．　The　particle　size　andζ一potential　were　measured　after　the　nanoparticle　and　nanoplex　were　diluted　with
water．　a℃harge　ratio（＋／一）of　nanoparticle／DNA＝3／L　Each　value　represents　the　mean±SD（n＝3）．
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livery，　FR－targeting　liposomes　and　nanoparticles　con－
tained　O．03～5　mol％fblate－PEG－lipid．　Reddy　e七al．［21】
reported　that　the　cationic　liposome負）rmulated　with
less　than　O．03％of　fblate－PEG3400－DSPE　showed　the
greatest　cell　association．　The　fblate　moieties　located　at
the　distal　end　of　the　PEG　spacers　would　likely　not　in－
teract　with　each　other　at　concentrations　lower　than
O．03％．Bruc㎞eimer　et　al．［35］reported　that　2　mol％of
貴）late－PEGMoo－DSPE　co可ugate　increased　the　cellular
association　with　tumor　cells　and　transfbction　potency．
Dauty　et　al．［37】reported　that　an　FR－targeting　cati－
onic　nanoparticle　incorporating　2　mol％R）late－PEG3400－
DPPE　and　a　cationic　dithiol－detergent（dimerized
tetradecy1－omithinyl－cysteine，（C14Com）2）showed　e仁
ficient　　FR－dependent　　cellular　　uptake　　and
transfbction．　Cationic　liposomes　with　5　mol％fblate－
PEG4600－Chol　showed　high　gene　transfbr　activity　into　a
FR－positive　cell　line，　M　109［20】．Xu　et　al．［34］reported
specific　jηひjuo　gene　delivery　to　tumors　with　a
liposome　containing　about　5　mol％fblate－DOPE．
4．2Linker
　　　PEG　of　Mr　2，000　to　5，000　has　been　used　as　a
linker（Table　I）．　A　certain　distance　between　the　fblate
moiety　and　the　lipid　particles　is　needed五〕r　FR－
targeting．　This　is　believed　to　be　due　to　the　need　fbr
fblate　to　enter　the　binding　pocket　of　FR　on　the　cell　sur一
血ce．　Lee　et　al．【40］were　the丘rst　to　describe　the　de－
pendence　of　fblate－liposome－targeting　on　the　distance
between　the　fblate　and　liposome，　and　reported　that　a
PEG34001inker　was　necessary　fbr　the　targeting．
L、eamon　et　al．［17】optimized　the　targeting　activity　of
the　liposomes　by　modif河ng　the　length　of　the　PEG－
linker，　and丘）und　that　PEGs　as　small　as　Mr　1，000
could負mction　as　ef飴ctive　linkers．　Ward　et　al．［29】re－
ported　that　a五）late－linked　PEG800　polymer－modified
PLI／DNA　complex　did　not　lead　to　a　significant　in－
crease　in：ηu：彦ro　transgene　expression．　A　PEG　spacer
＞Mr　1，000　might　be　essential　fbr　FR－targeting。
4．3Nanoplex　and　Trans飴ction　Activity　jηujオm
　　　Folate－linked　nanoparticles（NPI），　consisting　of　l
mg／ml　DC－Chol　as　a　cationic　lipid，5mol％conven－
tional　Tween　80（about　50％pure），　and　O－1　mol％
fblate－PEG2。。。－DSPE　（f二PEG2。。。－DSPE）or　fblate－PE
G5㎜一DSPE（f二PEG5000－DSPE），　respectively，　were　pre－
pared　by　a　modified　ethanol　i可ection　method［38，39］．
All　nanoparticles　showed　about　100－200　nm　in　size
and　about　50　mV　inζ一potential．　Nanoplexes　are　com－
posed　of　charged　complexes　of　plasmid　DNA　and　cati－
onic　nanopa就icles．　The　size　of　nanoplex　of　NPI　with
0．3mol％f二PEG2000－DSPE　at　a　charge　ratio（＋／－）of　cati－
onic　nanoparticle　to　DNA（3／1）in　the　presence　of　50％
serum　increased　up　to　940　nm　The　nanoplex　of　NPI
with　l　m l％f二PEG5㎜一DSPE　did　not　increase　greatly
in　size　in　serum－containing　medium，　but　showed
lower　transfbction　activity　than　that　with　l　mol％f二PE
G2000－DSPE［38］．
　 　The fblate－linked　nanoparticles（NPII）were　com－
posed　with　the　s me　composition　as　NPI　with　1－3　mol
％f二PEG2000－DSPE　except　substituting　Tween　80（pu一
亘ty　99％）丘）r　conventional　Tween　80．　The　average　size
of　each　NPII　was　about　100－200　nm［39］（Table　II）．
Three　mo1％of　f二PEG2㎜一DSPE　may　not　be　incorpo－
rated　in　NPII　because　a　reduction　in　theζ一potential
of　NPII　with the　addition　of　f二PEG2000－DSPE　was　not
observed（about　55　mV）［39］．　The　concentration　of　f二
PEG2000－DSPE　in　 he　mixture　of　ethanol　and　water　to
prepare　NPII－2F　containing　2　mol％f二PEG2㎜一DSPE
and　NPII－3F　containing　3　mol％f二PEG2000－DSPE　was
a ou 　40　and　60μM，　respectively．　fPEG2〔沌o－DSPE
below　the　critical　micelle　concentration（CMC）might
lead　to　an　eH］cient　incorporation　into　the　particles．
Howev r，仁PEG2㎜一DSPE　above　the　CMC　may　help　to
stabilize　micellized　f二PEG2000－DSPE　and　to　inef五cient
ins rtion　into　the　particle．　The　CMC　of仁PEG2㎜一
DSPE may　be between　40～60μMand　might　a飽ct
the　incorporation　of　f二PEG2（蜘一DSPE　in　NPII－3F　with　3
mol％仁PEG2㎜一DSPE．
　　　In　the　presence　of　10％and　50％serum，　NPII－2F
with　2　mol％　f二PEG2㎜一DSPE　（NPII－F）fbrmed
i両ectable－sized　 anoplexes（Table　II），　which　showed
the　highest　transfbction　e伍ciency　among　NPII　with　O－
3mol％fPEG200。－DSPE，　at　the　optimal　charge　ratio
（＋／一）of（3／ ）in　nasopharyngeal　cancer　KB　cells，　being
comparable　to　Tfk20，　a　commercially　available　DNA
transfbction　reagent（Fig．3）［39］．
4．4Selectivity　of　Folate・1inked　Nanoparticle
　　　NPII－F　showed　greater　transfbction　e伍ciency　in
human　prostate　cancer　LNCaP　cells，　human　prostate
adenocarcinoma　PC－3　cells，　and　human　cervix　carci－
noma　Hela　cells，　than　in　KB　cells，　in　the　comparison
with　Tfk20（Fig．4A），　There　were　three　FR　isofbrms，
α，βandγ，each　with　a　distinctive　tissue　dist亘bu－
tion．　FR一αmRNA　was　expressed　strongly　in　KB　and
H la　cells，　but　not・expressed　in　LNCaP　or　PC－3　cells
（Fig．4B）．　FR一βand一γmRNAs　were　not　detected　in
any　of the　cell　lines　using　the　RT－PCR　method．
Reduc d丑）late　ca㎡er（RFC），　a　car亘er－mediated
fbla七e　transporしer，　wab　weakly　expressed　in　all　cell
lines　examined（Fig．4B）．　The　cellular　uptake　of　NPII一
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Fig．3。　Comparison　of　transfbction　e伍ciency　in　KB　cells
　　　　　with　　lucifbrase　　expression　　between　　NPII
　　　　　nanoparticles　and　Tf～ζ20．　The　NPII　nanoplex　and
　　　　　the　lipoplex　were　prepared　by　mixing　2　μgof
　　　　　plasmid　DNA　with　the　luci丘rase　gene　under　the
　　　　　control　of　the　cytomegalovirus（CMV）promoter，
　　　　　with　nanoparticles　and　Tfk20，　respectively．　The
　　　　　lucifbrase　assay　was　carried　out　24　h　after　the　in－
　　　　　cubation　of　nanoplexes　in　medium　with　10％
　　　　　serum．　Each　column　represents　the　mean±S．D．
　　　　　（n＝3）．＊＊P＜0．01，compared　with　NPII－E　NPII－F　re一
　　　　　丘rs　to　fbrmulation　in　Table　II．
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Fig．4．　Comparison　of　transfbction　ef五ciency　between　NPII－
　　　　　Fand　Tfk20　in　the　NPII－F　nanoplexes　and　Tf㌔20
　　　　　1ipoplex　delivered　with　the　lucifbrase　plasmid　into
　　　　　vahous　cell　lines（A）．　Each　column　represents　the
　　　　　mean±SD，（n＝3）．　FR－a，　RFC　and　b－actin　mRNA
　　　　　expression　was　detected　in　various　cell　lines　by
　　　　　RT－PCR（B）．
Fin　Hela　and　KB　cells　was　mediated　ojαFR一α，fbl－
lowing　the　induction　of　transfbction　activity．　The
selectivity　of　NPII－F　to　carry　genes　into　KB　cells　was
validated　using　FITC－oligodeoxynucleotide　（FITC－
ODN）伽m　the　result　of　a　competitive　experiment　in
the　presence　of　fblic　acid　by　flow　cytometry　l39］．
　　　In　LNCaP　and　PC－3　cells，　FR　mRNAs　were　not
often　observed．　In　the　human　prostate，　a　high－af五nity
fblate　binding　protein　was　characterized【41j　and　fblic
acid　binds　to　the　membrane　fアaction　that　cross－reacts
with　the　anti－prostate－specific　membrane　antigen
（PSMA）antibody．　PSMA　is　a　transmembrane　protein
with　a　pattern　of　overexpression　restricted　to　malig－
nant　human　prostate　tissue　and　LNCaP　cells［42］．
The　ph s ologi a 　role　of　PSMA　in　prostate　cancer　re－
mains　un㎞own，　but　PSMA　shows　hydrolase　enzy－
matic　activity　with　a　fblate　substrate［421　and　is
intemalized　via　an　endocytic　mechanism　［43］．　If
PSMA　f廿nctions　as　a　receptor　mediating　the　internali－
zation　of　a　putative　ligand　similar　to　fblic　acid，　this
suggests at　the　fblate－linked　nanoparticle　binds　to
PMSA　and　is　then　taken　up　u：αan　endocytic　mecha－
nism　by　LNCaP　cells　as　we　reported［38】．
　　　In　PC－3　cells，　our　study　using　RT－PCR　con丘rmed
the　presence　ofRFC　mRNA，　but　fbund　no　FR　or　PSMA
mRNA［39］．AFITC－labeled　fblate－BSA　conjugate　was
taken　up　by　PC－3　cells　and　the　cellular　association
was　sign澁cantly　decreased　in　the　presence　of　l　mM
fblic　acid［39】．Xu　et　al．［341　also　reported　that　a　fblate－
cationic　liposome　system　could　mediate　gene　therapy
with　p53　antisense　DNA　in　prostate　cancer（DU145
cells）．　We允und　that　NPII－F　is　a　use仙vector　fbr
transfbction　in　prostate　androgen－dependent　and　in－
dependent　cancer　cells　as　well　as　KB　cells．
　　　Nanoparticles　composed　of　cholesteryl－3β一carbo
xyamidoethylene－1V－hydroxylamine（OH－Chol）instead
of　DC－Chol（NPIII）could　incorporate　up　to　5　mol％f二
PEG2。｛〕。－DSPE　（Fig．2）．　For　FR－targeted　vectors，
NPIII－1F（NPIII－F），－2F　and－5F　consisted　of　NPIII
with　1，2and　5　mol％f二PEG2。。。－DSPE，　respectively．
The　average　size　of　each　nanoparticle　was　100－200　nm
（Fig．5A）［44】．　When　the　NPIII　nanoparticles　were
mixed　with　DNA　at　a　charge　ratio（＋／一）of　3／1　in　water，
the　size　of　each　NPIII　nanoplex　increased　fをom　250　to
300nm（Fig．5B）［44】．When　the　alnount　of　f二PEG200。－
DSPE　in　NPIII　was　increased，　the　association　of
plasmid　DNA　with　nanoparticles　was　inhibited　sig－
nificantly（Fig．6）and　a　reduction　in　lucifbrase　activ－
ity　was　observed［44］．　A　large　amount　of仁PEG2。。。－
DSPE　in　nanoparticles　might　prevent　enough　DNA
being　carried　into　the　cells，　and／or　reduce　the　cellular
association　with　the　nanoplex　as　reported　in　PEG－
1ipid【45］．　The　NPIII－F　based　on　OH－Chol　exhibited
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5．Scanning　electron　micrographs　of　NPIII－F
nanoparticles｛A）and　NPIII－F　nanoplexes（B｝．　In
B，NPIII－F　nanoparticles，　NPIII　with　l　mol％
fblate－PEG2。。1，－DSPE，　were　mixed　fbr　10　min　at　a
charge　ratio（＋／一）of　3／1　with　plasmid　DNA　i11
NPllI
water．　The　method　used　to　visualize
nanoparticles　and　nanoplexes　was　adapted
Briefly，　aliquots　of　10μlprepared　samples
placed　on　the　copper　plat丘）rm　and　dried．
nanoparticle　and　nanoplex　layers　on　the
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with　a　scanning　electron　microscope（SEM）．
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Fig．6．　Association　of　plasmid　DNA　with　NPIII　nanoplexes
　　　　　　貴）rmed　in　water　at　various　charge　ratios（＋／一）ana－
　　　　　　Iyzed　using　agarose　gel　electrophoresis．　One　micro－
　　　　　　gram　of　plasmid　DNA　was　mixed　with　aliquots　of
　　　　　　NPIII　at　various　charge　ratios　in　water．　Aner　a
　　　　　　10－min　incubation，　the　nanoplexes　were　analyzed
　　　　　　by　1．5（Z　agarose　gel　electrophoresis．　Charge　ratios
　　　　　　｛＋／一｝of　nanoparticle：plasmid　DNA＝1：1，2：1，3：1，
　　　　　　4：1and　511．0．C．　indicates　open　circular　plasmid；
　　　　　　S．C．　indicates　supercoiled　plasmid．　NPIII　re飴rs　to
　　　　　　lbrmulation　in　Table　II，　substituting　OH－Chol　fbr
　　　　　　DC－Chol．　NPIII－F　contains　NPIII　with　l　mol％．
　　　　　　K）late－PEG2。．。－DSPE．
activity　was　observed［44］．　A　large　alnount　of　f二PE
G2、脚一DSPE　in　nanoparticles　might　prevent　enough
DNA　being　carried　into　the　cells，　and／or　reduce　the
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Fig，7．　Association　of　FITC－labeled　NPIII　nanoplex｛brmed
　　　　　　in　water　with　KB　cells　3　h　after　transfbction　in
　　　　　　the　absence　or　presence　of仕ee　fblic　acid．　Each
　　　　　　NPIII　nanopa就icle　was　mixed　with　2μgof　FITC－
　　　　　　ODN　at　a　charge　ratio｛＋／一）of　1／1．　The　association
　　　　　　was　determined　based　on　FITC－fluorescence　by
　　　　　　flow　cytometry．　Flow　cytometry　of　cells　exposed　to
　　　　　　the　nanoplex（continuous　line）．　Dotted　line，　plus　l
　　　　　　mM　fblic　acid（FA）；Bold　line，　autofluorescence　of
　　　　　　the　cells，　NPIII　refbrs　to　fbrmulation　in　Table　II，
　　　　　　substituting　OH－Chol　fbr　DC－ChoL　NPIII－F　con－
　　　　　　tains　NPIII　with　l　mol％lblate－PEG2、。，1－DSPE，
cellular　association　with　the　nanoplex　as　reported　in
PEG－lipid　l45】．The　NPIII－F　based　on　OH－Chol　exhib－
ited　about　40　times　higher　transfbction　e伍ciency　than
the　NPII－F　based　on　DC－Chol　in　KB　cells［39，44】．　It
was　reported　that　the　hydroxyl　group　of　OH－Chol　re－
duced　the　stability　of　the　lipoplex，　and　enhanced
transfbction　efficiency　by　facilitating　the　process　by
which　DNA　was　liberated　f士om　the　endosome［461．
　　　　It　is　reported　that　a　negatively　charged　fblic　acid
fbrms　a　charge－mediated　complex　with　positively
charg d　particles　through　its　carboxyl　groups　and　has
an　ef民ct　on　the　trans飴ction　emciency［47】．　We　pre－
pared　nanoplexes　in　water　at　a　charge　ratio（＋／一｝of　1：1
to　protect　to　fbrm　complex　fbr　co－incubation　of　the
positive　NPIII　with　fblic　acid　in　the　medium，　and　then
incubated　them　with　KB　cells．　The　cellular　association
of　FR－targeting　NPIIIs　occurred　uiαFR　and　the　inter－
action　of　l　moloo　f二PEG2n。。－DSPE　in　the　NPIII　with　FR
was　higher　than　that　of　2　and　5　moloo　ones（Fig．7）．
The　NPIII－F with　l　molo（）仁PEG川）－DSPE　nanoplexes
at a　charge　rati （＋／一）of　NP－F　to　DNA　of　1／1　exhibited
highe selectivity　to　FR，　but　lower　transfbction
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activity　relative　to　that　at　a　charge　ratio（＋！一）of　3／1」η
ujZro［44］．　From　competitive　experiment　of　lucifbrase
assay　in　presence　of　f㌔ee　fblic　acid　in　the　medium，
gene　expression　of　the　NPIII－F　with　l　mol％f二PEG2。〔、。－
DSPE　nanoplexes　was　reduced｛44】．　For　selectivity
and　transfbction　activity　in　FR　targeted　gene　delivery，
it　is　needed　to　optimize　the　charge　ratio　of　fblate－
linked　lipid－based　nanoparticles　to　DNA．
A　NPII
B
0，5
NPII－F
1
?↑
4　（h）
0．5 1
?↑ 4 24　（h）
4．5Transfection　Activity　jπむεむo
　　　　Both　systemic　and　local　administration　of艶rs　sev－
eral　biological　opportunities丘》r　gene　therapy．　The　sys－
temic　route　allows　non－invasive　access　to　many　target
cells　that　are　not　accessible　otherwise　by　direct　ad－
ministration．　The　fblate－linked　liposomes　showed　ef五一
cient　FR－dependent　cellular　uptake　and　transfbction
仇oiぴo．　However，　the　use　of　a　fblate　ligand　as　a　tar－
geting　ligand　to　deliver　DNA　has　not　been　successf廿l
in‘ηひ‘ひo　gene　therapy［20，21］．　The　m司or　limitation
of仇uiuo　gene　therapy　using　liposomes　is　the　low
transfもction　efnciency．　Several　f已ctors　have　the　poten－
tial　to　adversely　aflbct　FR－targeted　gene　transfbr仇
uioo．　The　first　is　the　presence　of　endogenous　fblate　in
the　systemic　circulation，　which　potentially　can　block
FR－binding．　Plasma　fblic　acid　may　interfbre　with　the
binding　of　FR．　The　human　serum　fblic　acid　concentra－
tion，　fbllowing　FDA－mandated　dietary　supplementa－
tion，　is～42　nM［48］．　Earlier　reports［40］indicated
that　serum　fblic　acid　at　this　concentration　should　not
significantly　inhibit　the　binding　of　FR　mediated　by
liposomes．　Our　recent　study［39］showed　that　the　mice
on　a丘｝late－deficient　diet　were　actually　able　to　main－
tain　a　plasma　fblate　level　within　the　physiologic　range
of　humans．　In　contrast，　the　mice　on　a　normal　diet
maintained　a　much　higher　serum　concentration　of
fblic　acid．　Therefbre，　mice　on　a　fblate－deficient　diet
should　be　considered　relevant　to　humans　with　respect
to　serum　fblate　levels．　A　second　concern　is　that　the
size　of　gene　transfbr　vectors，　escaping　the　vasculature
and　intratulnoral　dif血sion，　could　be　limiting　to　tar－
geted　delivery．　To　address　this　issue，　fbrmulation　pa－
rameters　can　potentially　be　optimized　to　improve　the
pharmacokinetic　properties　of　the　vectors．　For　exam－
ple，　the　vector　can　be　PEGylated　to　reduce　plasma
protein　binding　and　RES　uptake，　which　results　in　an
extended　systemic　circulation　time｛49］．　In　addition，
the　size　of　the　vector　should　be　kept　under　300　nm
since　this　is　the　approximate　limit　fbr　ef五cient　tumor
extravasation．　Nonspecific　cell　uptake　by　the　RES（fbr
example，　Kupf董br　cells　in　the　liver）is　expected　to　be
reduced　by　incorporating　PEGylated　lipid　within　the
CPIaSlnid
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Fig．8．　PCR　analysis　of　plasmid　DNA　in　blood　after　intra－
　　　　　　venous　administration（A　and　B）。　Nanoplexes　of　50
　　　 　　mg of　plasmid　were　i両ected　into　the　tail　of　male
　　　　　　BALB／c　mice．　At　1，2，4and　24　h　after　the　ad－
　　　　　　ministration　of　nanoplexes，　blood　samples　were
　　　　　　taken　via　a　tail　vein，　and　then　DNA　was　isolated
　　　　　　伽mthe　blood．　DNA　samples　were　diluted　with
　　　　　　water o　a final　concentration　of　l　ng／ml　fbr　PCR
　　　 　　analysis．　The　plasmid　DNA　was　amplified　by　PCR
　　　　 　using　l　 g　ofDNA　f士om　the　blood　as　a　template
　　　　　　with　lucifbrase－specific　primers．　PCR　products　were
　　　　　　analyzed　by　agarose　gel　electrophoresis．　A，　NPII；
　　　　　　B，NPII－F；C，　control（1，10，　and　100　pg　of　plasmid
　　　　　　as　a　template　fbr　PCR）．
lipid－DNA　complex．
　　　　When　the　NPII－F　nanoplex　was　i可ected　via　a　taiI
vein，　DNA　in　the　blood　was　still　detectable　4　h　later　by
PCR（Fig．8B）［50］．Free　DNA　is㎞own　to　have　an　ex－
tremely　short　T、！2　in　blood（0．5－1　h）depending　on　the
DNA　dose［51，52］．　The　NPII－F　seemed　to　keep　the
DNA　stab e　 n　circulation　by　fbrming　a　nanoplex．
NPII－F　induced　greater　gene　expression　in　liver　and
kidney　than　NP（unpublished　data）．　FR　is　on　the
brush　borders　of　proximal　renal　tubes　and　provides　fbr
the　reabsorption　of　fblate．　Recently，　Paulos　et　aL　dis－
cov ed　that activated　liver－de亘ved　macrophages
（Kupflbr cells）in　mice　do　express　the　FR【531．　The
Kupf論r　cells　in　the　liver　and　the　tubular　cells　in　kid－
n ys　of　mice　may　be　responsible　fbr　capturing　NPII－F
by　FR．　Therefbr ，　FR－targeted　delivery　of　therapeutic
genes　damages　normal　cells　in　organs　such　as　the
hver　and　kidney　 nd　may　subsequently　cause　death
［13］．For　cancer　gene　therapy，　using　a　tumor－specific
promoter to　regulate　expression　transcriptionally　in
target　cancer　cells　has　promise．　It　will　be　essential　to
use　a　strong　and　tissue－specific　promoter　region　if　a
therapeutic　gene　is　to　be　selectively　expressed　in　the
cancer　c llS．
　　　　Intraperitoneal　and　intratumoral　injections　of
一 126一
Proc．　Hoshi　Univ．　No．47，2005
（」o???????????」?。?1，000，000
100，000
10，000
1，000
100
10
1 ﹈ー???ON?↑
Fig．9．　Comparison　of　transfbction　e伍ciency　in　KB－
　　　　　　xenografted　tumors　in　nude　mice　with　lucifbrase
　　　　　　expression　between　NPII－F　and　Tfk20．　The
　　　　　　nanoplex　and　the　lipoplex　were　prepared　by　mix－
　　　　　　ing　5μgof　pCMV－Luc　with　NPII－F　and　Tfk20，　re－
　　　　　　spectively．　The　lucifbrase　assay　was　ca㎡ed　out　24
　　　　　　hafter　the　incubation　of　nanoplexes　after
　　　　　　intratumoral　injection．　Each　column　represents　the
　　　　　　mean　±　S．D．（n＝3）．＊＊P＜0．01，　compared　with
　　　　　　NPII－F．
lipoplex　and　nanoplex　have　been　applied　in　mice　bear－
ing　tumors．　Reddy　et　al．［21］reported七hat　maximum
εηひjuo　transfbction　activity　of　repolter　gene（lucifbra一
se）occurred　with　intraperitoneally　administered
fblate－liposome　using　a　disseminated　intraperitoneal
L1210A　tumor　model．　When　the　NPII－F　nanoplexes　of
七he　lucifbrase　plasmid　were　i司ected　directly　into　the
nasopharyngeal　tumor，　KB，　xenografts，　NPII－F
showed　about　100－fbld　more　lucifbrase　activity　than
T＆20，suggesting　that　the　NPII－F　nanoplex　remained
small　enough　to　migrate　into　the　timorous　tissue（Fig．
9）［39】．
5．Conclusions
　　　We　showed　that　fblate－linked　lipid－based
nanoparticles　could　deliver　DNA　with　high
transfbction　ef6ciency　and　selectivity．　These　findings
indicate　that　fblate－linked　lipid－based　nanoparticles
have　potential　as　a　clinically　ef丘ctive　vector　in　cancer
gene　therapy．　However，　there　is　generally　little　corre－
lation　between　iπu‘Zro　and　Zηujひo　gene　transfbr
ef五cacies　of　vector　fbrmulations，　due　to　very　di登brent
param ters．　For　systemic　administration，　a　balance　of
long－circulating　vectors　and　FR－targeting　vectors　will
be　key　to　using　fblate－PEG－lipid．　Further　eflbrts
aimed　at　optimizing　FR－targeting　vector貴）rmulations
Ibr　syste 　administration　should　lead　to　the　clinical
evaluation　of　these　vectors　fbr　cancer　gene　therapy．
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